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RESUMO

A rutina (RU) € um flavonoide com propriedades terapéuticas como acdo anti-
inflamatéria, antioxidante, vasoprotetora e antitromboético, presente em varias
plantas, mas sua baixa solubilidade limita aplicacdes farmacéuticas. A complexacao
com beta-ciclodextrina (B-CD) é uma estratégia promissora. Este trabalho avaliou o
impacto da transposicao de escala na determinacdo da solubilidade da RU e de
seus complexos com B-CD, comparando dois recipientes, Erlenmeyers de 250 mL e
microtubo de 10 mL, pelo método shake-flask. Os ensaios foram realizados em
diferentes meios de dissolucdo sendo, meios biorrelevantes: FaSSGF (pH 1.6) e
FaSSIF (pH 6.5), farmacopeicos: meio de acido cloridrico (pH 1.2); tampao fosfato
(pH 6.8), e agua purificada e quantificados por espectrofotometria UV-Vis (360nm). A
solubilidade foi maior em microtubos, especialmente no meio FaSSIF devido a
presenca de tensoativos. Conclui-se que a miniaturizacdo altera valores numéricos,
mas mantém o perfil qualitativo, reforcando a importancia da escolha do recipiente.

INTRODUCAO

A solubilidade é uma propriedade fisico-quimica indispensavel no desenvolvimento
de novos farmacos. Sua determinagao pode ser realizada por métodos descritos nas
farmacopeias, como o shake-flask. O método shake-flask, desenvolvido ha mais de
40 anos, embora reconhecido por varias agéncias regulatérias, apresenta elevado
consumo de solvente, pois utiliza frascos de grande volume (Erlenmeyers de 250
mL). Nesse contexto, pautado nos conceitos de sustentabilidade e quimica verde, ha
um incentivo para o uso de técnicas que demandem menor volume (miniaturizadas),
reduzindo o consumo de solvente, com o objetivo de reduzir residuos e também a
quantidade de amostra utilizada. A rutina (RU) é um flavonoide de interesse
terapéutico, possuindo atividade anti-inflamatoria, antioxidante, vasoprotetora e
antitrombético. Porém, apresenta baixa solubilidade, exigindo assim, estratégias
como a complexacdo com (3-CD para aumentar sua biodisponibilidade. Assim, este
estudo avaliou a solubilidade termodinamica da RU e de seus complexos, em dois
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diferentes recipientes, Erlenmeyers de 250 mL e microtubo de 10 mL, como
alternativa ecoeficiente (Apley et al., 2017).

MATERIAIS E METODOS
Preparo da mistura e formacdo dos complexos RU:B-CDS.

Os complexos foram preparados por trés métodos: mistura fisica (MF1:1),
amassamento (Am1:1) e co-precipitacao (Co), todos na proporcao 1:1. Para a MF1:1
a RU e a B-CD, foram homogeneizados em gral por 30min. No Am1:1 os mesmos
componentes foram misturados com 10 mL da solucédo etanol e agua (1:1) até a
formacdo de uma pasta, posteriormente seca em dessecador, triturada e
armazenada. Por fim, no método Co a B-CD foi solubilizada em agua (60°C),
resfriada e foi adicionada em etanol, seguida de agitagao, filtracdo e secagem em
dessecador. A RU pura foi utilizada como padrao para efeito de comparacgao (Galvao
etal., 2015).

Ensaio de solubilidade

Foram preparados os meios farmacopeico como solucao de acido cloridrico (HCI)
0,1 M (pH 1,2) e tampéao fosfato de potassio monobasico (pH 6,8), além dos
biorrelevantes FaSSGF (fluido simulado géastrico em jejum) (pH 1,6) e FaSSIF (fluido
simulado intestinal em jejum) (pH 6,5) (Brasil, 2024). A solubilidade foi avaliada pelo
método shake-flask em incubadora orbital (37°C, 150 rpm, 24 horas). Estabeleceu
um excesso de 30% em relagdo a solubilidade teérica da RU (125 mg/L). Nos
ensaios em microescala, foram utilizados microtubos (10 mL), e em macroescala,
frascos de Erlenmeyer (250 mL). Todos os testes foram realizados em sextuplicata,
protegidos da luz. Apds a incubacgédo, as amostras foram centrifugadas (4000 rpm,
25°C, 15 min) e os sobrenadantes foram analisados por espectrofotometria UV-Vis
(360nm), metodologia previamente validada (y= 0,0315x + 0,0219) (Brito et
al.,2003). A analise estatistica foi realizada por ANOVA no Excel® (p < 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Preparo da mistura e formag&o do complexo rutina: beta-ciclodextrina (RU: B-CD)
Todos os complexos apresentaram aspecto visual homogéneo, o complexo MF1:1
apresentou coloracdo amarela, e as formulacdo Am1:1 e Co apresentou coloracéao
amarela mais escuro.

Ensaio de solubilidade

O ensaio de solubilidade termodindmica da Ru e dos complexos RU:B-CD, foi
realizado e as amostras foram avaliadas em diferentes meios: FaSSIF (pH 6,5),
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FaSSGF (pH 1,6), HCI (pH 1,6), tampéao fosfato (pH 6,5) e agua purificada. Os
resultados estdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1: Resultado do ensaio de solubilidade termodinamica, realizado em Shake
flask, a 37°C, por 24 h, agitacao de 150 rpm, determinados em espectrofotdmetro
UV-Vis (360 nm), em diferentes meios de dissolugao, utilizando dois recipientes
diferentes (Erlenmeyer de 250 mL e microtubos de 10 ml)

Condigdo Tampdo fosfato
Formulagdo  FaSSIF (pH 6,5) FaSSGF (pH 1,6) HCI (pH 1,6) (pH 6.5) Agua
Erlenmeyer RU 53,07+2.80" 2831 +147%¢ 29.12+0,66 %%  4196+2,15k1 32,88 +0,64=02P
250 ml Co 41,020,154 2822+0,52%* 26,84 +1,50* 39,17+1,69 45k 2949 +1,04 %x%:
MF1:1 47,06 £2,224e15¢ 31,65+ 1,03 P4 2691+132¢ 4434 +0,79 &% 30,46 =044 ot
Aml:1 40,90 = 1,12} 27,03+0,80°* 29,12+0,95%%¢  37,83+027+kl  2886+1,60%x:
Microtubo ~ RU 62,57+1,85% 41,10+0,55¢ 3624=150km  4856+189%de 4495+225sk
10 ml Co 4545+0,91%¢ 3443+£105==2°  3190+121%ra 4587x151%% 3711+159hklm
MF1:1 50,50+2,13 b 3510+ 1,15k==  3590+0,94Lm 4931+0,71%4 39,58 1,50 4]
Aml:1 4823 +0,69 def 34,55+0,60==°  3939x+179% 488914154 3957x110%)

* RU= rutina; Co = co-precipitagdo; MF1:1 = mistura fisica 1:1; Am1:1 = Amassamento 1:1. As letras minlsculas representam a
analise estatistica ANOVA, p < 0,05.

A solubilidade termodindmica da Ru e dos complexos RU:B-CD foi maior em
microtubo do que em Erlenmeyer para todos os meios avaliados, confirmando o
impacto da transposi¢éo de escala. Em meio FaSSIF, a Ru apresentou solubilidade
significativamente maior em microtubo (62,57 + 1,85 mg/L), uma explicacao atribuida
seria na presenca de tensoativos como lecitina e taurocolato de sédio, enquanto no
meio FaSSGF e HCI foi observado o0 mesmo comportamento, com destaque para a
formulacdo Am1:1. No meio tampdo fosfato, a RU pura obteve solubilidade
significativamente maior no microtubo (48,56 + 1,89 mg/L), e em agua (44,95 * 2,25
mg/L). Desse modo, mostra que todas as condicées apresentam maior solubilidade
significativamente maior no microtubo. Indicando que a transposicao de escala afeta
no desempenho em termos numéricos (quantitativos) mas em termos qualitativos o
resultado foi o mesmo.

CONCLUSOES

Os complexos de RU: B-CD, obtidos por amassamento, mistura fisica e co-
precipitacdo, apresentaram aspecto homogéneo e coloragcdo amarela. A
transposicdo de escala, para 0 método shake-flask, resultou em um aumentou
significativamente na solubilidade termodindmica da RU e de seus complexos,
sobretudo no meio FaSSIF. Embora os valores quantitativos tenham sido diferentes
da macroescala, os resultados qualitativos foram mantidos. Portanto, a escolha do
recipiente deve ser considerada na determinacdo da solubilidade, reforcando a
contribuicdo da quimica verde na reducao de solventes e residuos.
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